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Prufungsantrag gem. 5 44 l^tG ist gestellt 

(g) Verfahren, Reagen^ien und Auarustung zur einfachen Bestimraung von nicht-enzymatisch glykosylieiten 
Proteinan in KdrperflGaaigkerten 

Ea vtrerdan Verfahren und MInel zur Beatimmung von 
nichten^yniatidch gfycDsynerten Ptrotafnen 'm biologischen 
FlOsfiigkatten vorgeschlagen. Das Me&prir»zip beruht euf dar 
spazifischen Eaterbildung von glyoosylrerten Proteinen mit 
bavorzugthn UV-vla-Spektrum absorb ierenden oderfJuoro- 
phoran SmSur^derfvaten. Dla Messung erfoigt entwedar 
nach Trennung dar gabundenan von den frelan Boreaurede- 
rivaton oder direki im Raaktionsmedlum. Die Bojsauraester- 
biPdung kann auch als apezlfischer Leerwsrt fOr unspazHI* 
sche Testverfahren zur genauen Bestfmmung dar glycosy- 
Irerten Proteina harangezogenwerden. Famar warden neue 
8ora§urederh/at6 und ihre Harstenung sowie ein Verfahran 
zur Giycosyllarung von Proteinan natQdichen Ursprunga und 
von aynthatlachan, lyainhaltigen Polyamifioaaufen gezaigL 
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Patentansprfidie 

1 Verfahren zur Bestimmung der glycosyHertea Protein^ die 5° Wolpeis**^ J^OfiP^Jt" 

h crfojdschem Material gewoimenen Rxdden enthalten stnd. dadmch gekwuizMcbBet, daB diese Vl^^ 

reaenzmarkierten Arylboronsaureii, deren Fluoreszenzpolaiisation sicb bei der Bindung an dte glycosyLer- 
SpSeSttCtoiOberschuB vaisetzt imd die Arylbdronsaure mix d en gly^sylierten Protemen 
SsSSSto ^Kol-Ester umgcsetzt werfen und daB die Konzentratien A 1 der 8|b"ndenenD»U 

A2vot«n^nSi winJ.iiideiiz« elne identiBche Probe mit Borsflure odcr eni«n mch^rbf"- 

?e^rrSSS^««em «ird imd die Differenz def Konzentrationen A 1 minus A 2 an gebddeten 

LloSs™ MatSgew^enen Fldden enOuattn sirid. iosbesondere nach Anspruch 1. dadurgh ge- 
S^S S dSSudwertbestimmung erne zwdte. iflentische Probe mit Borsture 
Kndenod^imblauenUVirichtabBorbierendenBorsanredenvatrangesemodwj^^^ 
S^SatSuzierte Probe nach dem Verfahren nadi Ampruch 1 gemess«j urid dm^ ^-Jf 
dung ein DifferenzmeBwert besthnmt imd dieser Wert mi dem mit zwei S«ndaripreb«n STimdSriv^ 
glScher Weise erhakenen Differenzwert in die Beziehiing (A 1-A 2) ; <Sn-Sr2)-gesamte Menge an 
BWcoCTllertenProteinen -.kaiibrierter Standard, gesetztwird . „ ^ , , /t™- 

S^SSSSSnach An55.rach I Oder 2. dadurch gekeimzeichnet. daB jnan vor der Endableaung vorhandene 
frJ^Smctafissige PhenylboronslBredermte abtrennt und dano die Endablesimg vomimmt oder wahl- 
wefeeaeBebUdetOTCfe-Dlol-EsterausderReaktionMiuschimgabtreim^ . 
rvS-SSTtS^pruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeiclmet. daB die ^^^J^''llY°^gl 
«»Sd^Qftobenhaupt-und ProbcnblindwertA 1 bzw.A2niitden entsprechcnden Werien 5ri ui£Sr2 
SsSSprobeginessenwirdunddieKanzentratlonaer 

I^^rfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadmch gekennzeicimet daB die Differenz der Konzentration durch 
Zug^Scb«Ses eincr cl^Diol en^tenden Verbindung, die BorsBiire Oder Aiylboronsaure 
bindetairBUndwertpn)beA2undzurStandardblIndwertprobe5r2bestininitwird. 
SJv^SJenSASpnicb 5, dadurch gekenazdchnet daB als cis-DioI enthaltene Verbmdong Fhiktose. 
siirbitoderDiethajiolaininverwendetwifA . , . « , j -j -.v-. 

7 Ver fahren nach einem der vorhergehenden Ansprfldie^ dadurch gekeniiMichnet. daB als Standardpr<*e 
riycosyUertes Serumalbumin huinaner oder tierischer Heijkunft oder in vitro glycoayOerte polymBre lysin- 
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den scin Jcfiimen, H, a F. NQa Methoxy. Ethoxy oder dne hydrophDierende Giuppe, Insbesondere OH. 
SQaHa OOOa NH2 Oder eine niedere All^Igruppe mit bis zu 4, insbesondere 2 C-Atomen bedeuten, wobej 
jedoch hecteteiw zwd der Reste bis d NCb oder Methoxy oder Ethoxy bedeuten konnen und 
bei niedcren AJkyfrerten mindestens einer etae hydrophilierende Grupp^ wie oben definiert, enthait und 
dabei auch dner der Rest6 R* bis R* dne bis drcifach mit R', R^ R^ substituierte Dia»)phenylgnippe sem 



kaaa imdR^ NH2 oder Wasseretoff bedeutet tmd B gegebenenfalls dn 1- bis Sfecher hydrophil wibstitwer- 
ter ankondensierter Benzolring sdn kflnn. ^ ^. 1 1- . 

9 Mittel 2ur Durohtuhning des Verftdirens nadi Anspnicfa 1 bis 7, in Form voit lysfaihaWgen ^yoosyjierten 
BD polymeren Amitiosaiiren oder Frotdnen mit deRniwiem Ghioosegehait, <tednroh gekennzeichnet, daB sie 
CThahlich ^d, hidem man dn iWdn oder dne poiymere Aininosaure. Ae mindesteM Lysineinheit 
enthalten und dn Moldtulargewicht von 25 bis 150 kD aufweisen. bei pH 5 bis 1 I mit Glucose und NaNj 
versetzt. cfie Mischung anschlidtend fOr dnige Stunden bis einige Tage bei einer Temperatur bis zu 55 C 
inkublertunddanngegenghia)sefrdcnIntobationspiiffer<^ . u.™™, 

as la Mittel nadi Anspruch dadurdi gekennzdchnct daJJ es als Protem Serumalbumin humaner oder 
tierisGherHerkunftvomMGca.67 000atifweist ... a 1 « 

1 1 . Mittel nadx Anspruch 9„dadurch gekennzeichnet, daS es dn Peptid oder erne poiymere Amlnosaure vom 
MolekulantewichC von ca. 60 000 bis 70 000 aufweist 
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12. Mittel nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet^ daB es als syntfaedsche potymere Aminosaure Poly- 
I>-Ly5in, Po]y-(I>'GIutan)at, I>Lysm) 6 : 4 oder Po}y-(Gli7taniit» Ly$inp IVrosin) 6 ; 3 ; 1 mit einem Moleku- 
largewicht von 25 bis 150 kD, insbesondere 60—70 kD. aufwei^t. 

13. Kits zur Durchfflihnjng des Verfahrens nach Aii$prtich 1 l:^s 7, umfass^n allein in getrennten B(ih9ltem 
Oder getrennt jedocfa m ^nem einzigen BehUter vereinigt^folgende Reagenuen; 5 

— eine doslerte Menge einer Arylboron^ure nach Anspifuch 8, gegebenenfalh in LOsiing anf pH 8 bis 
1 1 gepufFert, l 

— einen alkafisdien Puffer von bekanntem pH-Wcrt im Beroidi von 8 bis 1 1, 

— eine beJcannte Menge eines Borats, dessen Borsaureester bei der Bestimmung in der Indikatorreak- to 
don nf cht erf asst wird, gegebenenfalb in Losimg gepvfferd atrf pH 8 bis 11, 

— Kohle-Dextransuspensionr j 

— eine bekannte Menge an Standaidproteui mit bekanntem Gluoosegehalt oder einer solchra Polya- 
minosSiire sowie gegebenenfalls; 

— Nitrobluetetrazoliumsalz, gegebenenfalb in verdQnnter LOsung; 15 

— Natriumborhydrid, 

— Frtiktose, Sorbit und/oder Diethanolamin. 

14. Kit nach Anspruch 13, dddurdi gekennzeicfanet, daG die XiylboronsSure auf pH 9^ ^epuffert ist, das 
Tiicht bei der Indik&torreakdon erfaBte Borat Borsain-e dn Aikaliborat oder Ammoniumborat oder -po^bo- 20 
rat bt iind der Puffer ein pH von 10 bis 10^ aufwdst, und deri Kit zusfitzHch 3-Nitrophenylboronsa.iiren in 
dosierter M enge und eine Anzahl FHterpapiere anfweist* 

15. Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 bis 7 und der Mittel nacb Anspruch 8 und 9 zur Bestim- 
mung von Proteinent die andere reduzierende Zuckerreste als Ghicose in der Ketoaminfonn gebunden 
enthalten. 25 

Beschreibung 

SeSt der EinfQhrung des Insulms sind die akuten KompUkationenj an denen die Diabetilcer in der Vorinsulinae- 
ra starben, seltener geworden. Bet den heiitigen TherapiemOgiichkeiten wird die Lebenserwartung des Diabeti- 30 
kers vor aEem durch die begleitenden Spfttschfiden besdnunt Obnivhl die Pathogenese der Spatsdi^den (Red* 
nopathie; Nephropathies Neuropathie und AtherosUerose) niciht io^ dnzehien au^seklflrt ist^ zeigen epidenaiolo- 
gische Sttidien, daB schlechte Stoffw^echseleinsteUung frilhzeitiger und vermehrt zu SpfltkompBkationen fubrt als 
gute StoFfwechselfahrung. Aus diesem Grunde ist es wichti^ einen Parameter zn haben^ mit dessen Yfilfe man 
den mitderen Blutzuckerspiegel von diabedschen Patienten bevrteilen kana Die meisten der bestehenden 55 
Methoden verwenden die direloe Glucosebestunmung im Blut oder im Urin. AHerdings schiwanla der Blutzuk- 
kerspiegel sehr stark im Tagesverlauf und hfingt zudem u, a. von der Emahmng und d^ kdrperlidien Titigkeit 
der diabetischen Patienten ab. Ebenso unterliegt ^e Hamgiucosej einer Reihe. von EinftOssen, die unabhangig 
von der StoffwechseleinsteUung des Diabetikers sind 

Vor ca< ! 0 Jahren wurde entdeckt, daB Ghicose an das Hamoglobhi im Blut hi Abhingigkeit vom Bltttglucose- 40 
Spiegel inrcvcrsibel gebunden wird. Die Bestimmimg des entstehenden niditenzymatisch glycosyilerten Hemo- 
globins erlaubt nun eine Beurteilung des Bhitzuckerspiegels der letizten drei Monate. Entsprechend dem Hflmo^ 
globln werden anbh die anderen Serumproteine in Abhangigkeh vom Blutgiucosespiegel nichtenzymatisch 
glycosyliert (zur Chemie vergleiche Stihemal). Albumin, mit einer Halbwertzeit von 20Tagen macht den 
Hauptanteil an giyco^Gerten Plasmaproteinen aus. Die Bestimmimg von glycosyilerten PKasmaprotexnen eignet 4a 
sich deshalb zur Beurteihmg der Stoffwechselfuhrung Uber einen mittelfristigen Zeitraum von etwa 3 Wochen» 
Da mehrfach gezeigt wurde, dafi zwischen glycosyllertem Albumin und e^cosyliertem Senimprotein ehie sehr 
enge Beziehung besteht, kann die isoiiening des Albumins aus Serum unterbleiben. 

Zur Besdmmung von glyco^ierten Senunproteineii warden me&rere TestpHnzipien besdirieben: 

i ^ 
j , ^e Besdmmung mit Hilfe des durch schwachsaure Hydroly^c entstehenden Hydn»ymethylfurfaral5» das 

durch die Tbiobarbiturs&ureaktfon gemessen wird, ist sehr storanf&llig und zeitaufweadlg (Dolhofer R. and 

WielandO. H.Clin.QihnADta(1981) 112» 197-204)(DEOS-33 23 837 Al> 

Z Die Bestimmung mit Hilf e der Aifini^tschromatographie an Bors&tu'egelen ist nur fDr das giyoosylierte 
Hemoglobin quandtativ, nicht aber fUr die glycosyilerten Sterumproteine (nur ein geringer AnteQ des sd 
glycosylierten Albumins wird retiniert) (firownlee M. et aL diabetes (1980) 29 1044—10471 (Gould et al 
Ann.a'm£iodiem, (1984) 21, 16-21) (e:p-A-64 551). 

3. Besdmmung mit Hilfe eInes Redoxin<fikators im elkalischen Milieu (Fhdctosamin-Test) (Johnson et al. 
QiaChhnActa (1982) 127, 87^95) (00 85 263 All 

IKese emfoche und biUige Besdmmung erfaDt als Redukdonsmethode aucfa unspezifisch andere Senimbe- 60 
standteile, deren Menge von Probe m Probe variieren kann. 

4. Bestimmung des durch stark saure Hydrolyse von Senunproteinen entstehenden Purosins mittels Hoch- 
druckflussigdironiatographie (HPLQ (Schleicher E. und \^eland O. R J. Clia Chens. CiuL Biochem. (1981) 
19.81-87). 

FOr die DurchfOhrung dieser prazisen und riditigeil Methode ist man auf eine teure HocbdruckfliiSigchro* 65 
matographie-Anlage angewiesen. AuBmiem ist (fie Probenvorbereitung zeitanfwendlg. 

Wle aus den vorfaergehenden AusfOhrungen zu entnehmen ist, gibt es fOr die Bestimmting von nichtenzyma- 
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wiS/SS ist diese Methodc mit hohen Livestitioneii (HPI^-Anlage) verbundei. und nicbt elnfach durch- 

5 SiywsyuCTtra rrw kovaleot gebunden (Affinitatschroniatographie). Nach speafBcher 

^^i^il^^^Su^V^unSGnf^n. Dhse Methods ist sehr teuer. zeitaufWendig und n«ht 
'"ISSfcdSS wendet deshalb nun ein anderes Verfehrenafedfe obeo erwahnten Methoden an. 

Phenylboronsaurcn. die ein Absoiptionsmaxmrnm nn langwelhgen Bereich (5W--600 ^'^^^^T^^ 
a»MhSDrotion von Blutplasma odcr ^senim nicht interferiert RuoropboAahige 

SJ^XSSAe Zn^phcn^boronsaure rind fOr tfe direkte B«^ni«ng der ^"^S^e^ 

«v^t«rAiis diesem Grunde weiden zur einpFmdlichen Besthnmwng von Serumbeirtandteaen nuoreszeinnAr- 
SeS«b«S5!^2SSdamitdiesenKoi^ 

ESSdSSteefflhrt wwden kftnnen. Die tommeradl etbahlfcben Cerate ^^^^%S^'^SSt 
3des Flaorizehis. so daB die Jswenigen marldertHi Substrate far die Messuos m diesen GerMen mrt 

'""S?SS^j£t"ro"'SjSrenA.,ibo«^^ 
V«SiS SniZ^i ^ an^Hetod b«chrieben. CKbt man solche im >«fB^,^f "^^'^ 

SSi^tur innerhaib von Minuten mit den F'^«^»'^872r?'*'^^^^SS. iT^KK 
^ die EstotMuns zur AbsorpttensBbnabme des langweUig*^ UV-Maxmnmis Hlhrt (AW>. U laOt ach Ox 
M««; d^^Sl^i^^S^iySert^ FWteSne ^ ^ Standard, der goauso gemewen wuide. be- 

"fiS^Shr geringem Gehalt an Fruktoiylainingruppen empfieiilt es sidi <«e imgebundeiwn. Ober^to^ 
jJ^S^ aStrennen z. B. durch Absorption an AkdvtoUe <?J« 'if«l«^? 

wLt von meder. und hochmolekulansn Substanzen wie Geffiltration oder Fatration durdi Nitrocelluloscfilter. 
ffiJS WchSS v«SKS^L68ung fet der in «Beser liAsung vorhandwien mchtenzyriatisdi 

KgSiKbriSBSgBinegniohtenz^ti^hg^^ lObeschneben. 
^ VdrteiledcsMefiverfo^rens 

Die eittfache Handhabung eriaubt bowoW eine numueUe ab Mi automatisiertt Tratdarcfafuhnang. Da 
for dfe ASS^nXrSem UV-VK Photometer oder e5n«n Gerit.^ MeBung der «"Ores^zpo^ 
« S™r^ sneziellL Gerat erforderHdi ist kann die Methode! aDgemein angewendet werdea Die audi bei 

Anai^nzahlen pro Tag. Durch die Verwendnng ones Standanls^ der 
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1. die FruktosylaminBindung an Lysin entbalt und 

2. als Matrix eine Protcinstruktur entlmlt kann der Test absaihrt kaEbnert werden. 
Doich eine parallel ausgefahrteProteinbestimDiHi^laBt sich (terMel^^ 

BteSSii^Saffivortboronsiurw, die Im voranstebehd bachriebenen V^rlatoen «»^sem w^^ 
kOmien. la«»en1KitieIs^nisobiedeiiBr. prinzipieU bekannter Verfahren ^^^^^'^^^^"^ 
Kupplung wai3-DKi20-PhBnynioronstiire-chlorid imt substrtuuerten aromatischen Phenolcn oder Aminen ais 
Kj«pliingd(mivonenefline>^ielzaUvoii«libsti^ PheDsrlboronsauren berstellen: 



Ri 
Rr 

Rj CP 



OH 

I 

B— 'OH 




2tir Herstelhmg. wird m-Aminoi)henylb<»ronslure in stark salzsaiirer LSsung bei O'C mtt iquunolwm Na- 

6s N£dfeSttotN«ABe«dK^ Re^ das geijste S*^«>~'r'^J*^r»i^ d^^oW die 
Lfirang eetronh; die eine aquhnolare Menge des aiomadsdien Phenols bzw. Amms cothalt Dabel soil dm 
TempertttprzwfadwnS^lO^CwndderpHAVertOberlOz.RlQ-tigehaltanwerteii. ^ . , . _ 

t^Ro^^^ ^.vrf «•» «inr«- Titaimv in ri'tw nr««iiif»he Hiase extrabiert ond das Produkt chromatogra- 
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phisch gereinigL Entsprediend IHfit $ich durch Kupplun^ von sabstituieiten Aiyldiazomumsalzen nut m-Amino- 
phenyUxironsBure erne >^elf alt von untersdnedlich absorbierendei^ Boronsiurederivaten darstellen: 



phenyn>o: 

OH OH 

11 
R, HO— B ^ i HO— B 

^g>-NsS + <Q>-NH. » ^g)UN=N-<g^NH, 

I 

Zur Darstetlung wird das substitui erte Diazoohunsalz in Gegen^art einer &qu1inoIaren Menge yom m-Amino- 
phenylboronsaure in Wasser gddst und bei ca. 2(f C gerOhrt. In vielen Fallen erweist sich eine in situ Hers tellung 
des Diazoniumsalzes als Vorteil. Die snbstituirate Arylboronsanre kann durch praparative DDnnscfaichtbhrama- 
tographte auf KieseJgel gereinlgt werdan. 

Eine andere M6glic1ikeit zur Dttrstdlung von 2lB. sttbsdtui«4en Phanylboronsiuren ist die Reaktion von 
m-AminophenylboronsSmre imt Carboi^lverbindungen (z. B. Isothiocgranaten): 

OH ! OH 

Ho-i j^, ho-lI ^ 

Zur Synthese wird m-AminophenylboTDnsaure in aflcalischer NasCOa-Ldsung gelQst. eine Squimolare Menge 
Ruoreszeinderivat zugegeben und uber Nacht bei Raumtemperatur g^brt Das Produkt kann fiber prfiparati- 

veDOnn^chichtchromatQgraphiegereinigtwerden. i . . . 

Entsprediend der Bildung der nichten^matisch gfycosyHertenjProteine in vivo (Schema 1) lassen sieh defi* 
niert glycosyKerte lysmhaltige Polyaminosauren synthctisdier oder natflriicher Herkunft (Proteine) darstellen, 
die zur Kalibrietting gedgnet sind. Dazu inkubiert man in wassrigen Pufferldsungen (pH 5^11, insbesondere 
7^9) die Polyaminosfture nut I>Glucose bei ca. 37°C 1—5 Tage. pie Reaktion l^uft aber sogsr bei eingefrore- 
nen Proben, wenn auch seb- langsam ab luid icann bis ca. 55*C: durchgefOhrt werdea Sowoht pH- als aucb 
Temperaturerhdhung be$chieuiugen Reaktlonsgeschwindlgkept. Zur Beendigung der Reakdon wird gegen 
den gleichen, aber glucosefrden Puffer dialysierc und <fie Menge an glycosyfierter Pdlyaminosfture bestimmt 

Folgende AusfGhrungsfbrmen des erfindmigssemaBeo Verfiahrens dnd mdgKch: 

1. Direkte fiefidmmung der speziflseh gebundsnen Aiylboibns&tire ohne IVennung der flberscdillsslgen 
freien Arylborons&ure. 

a) Zugabe von z. B. subsdtuierter Pheniylboronsiure zu einer alkalischen Utoung von niditenzymatiscb 
glyco^Herten Protetaen riOin zur Don&ureesterbildungijdie mit dner Anderung des UV-VIS- Absorp- 
tionsspdcmnna der PbenylboronsEure begleltet in. Da {die Abnahme der Absorption im siditbaren 
Bereidi dem Glycosylierungsgrad der Serumproteine proportional ist, UBt sich die Spektrumsflnde- 
rung zur Besdmmung der g^^^erten Serumproteine direkt verwendea 

b) Versetzt man z. B. fluoreszeinsubsdtuierte PhenyiboronsSuren mit alkaUsdier Losung von glycol- 
lierten Senunproteinm, so fOhrt die Bors&ureesterbiklung zu dner Anderung der Huoreszenzpolarisa* 
tion, deren AusmaB vom OlycosyHerungsgrad der SertimlTroteine abh^ngig ist 

Z Bestinunung der spezifiscfa gebundenen Aiylboionsaure nut Trenntmg der UberschOssigen frden Arylbo- 
ronsaure. j 

a) Nach Boronsaureesterbildung im alkalischen Milieu wird die aberschOssige freie Ai-ylboronsiure 
$chnell abgetrennt (z. B. durch Akdvkohle)L Die in w&Briger Lo^nng verbleibende> dem Glycosylie- 
rungsgrad der Serumproteine proportionale, proteingebundene Arjdboronsflure kann photometrisch 
b^mmt werdea Selbstverstindlich kann auch umgekehrt die spezi&ch gebnndeoe Arylboronslure 
z. B. durch FaUung abgetrennt und dann bestimmt werden. 

b) FOr die halbquantitative Bestinunung eignet sich die Abtrennung der £reien Aryiboronsdoren durch 
eine proteinabsorbierende Filterschicht (z. B. Nitrocellulose). Die dem Olyoosyfierunggrad des Prote- 
ins proportionale, proteingebundene^ farbige oder nuoreszierende Arylboronsaure wird am Filter 
gebunden. Die IntensitSt der Farbe oder der Fhioreszenz kann mit der von beifcannten Standardproben 
verglichen werdea Entsprediend kann das FQter auch liber ehie wasserabsorbierende Schidit aufge- 
zogen werdea so daB die frden Arjdboronsauren in die unter dem FHter liegende Scldcht wandem 
(Teststreifen). 
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i SoeziFache Blindwertbildung dutch Aiylboionsmreester. Zugahe von Borsaui« oder substiiuierten 

SSldSDiTsa veresterten OH>Gnippen des Fhifctopylaimnrestea stehen nwlrt mehr zur End.olb.l- 
dungzur VetfOgung und zeigen daher keine Redukdonseigenschafteo mehr. 

^ Zur BMndwertijiUiing dgnet sich prioapiell eine Reihe von SudstaMen: 

. 1. Borsaure tew. Arylboronsauren. die mh glyco$yUerten| Proteinen Boreaareester bflden, aber in der 
IttdkatDtreakdon ludit erf afit werden. 

gJ^l^ffiSSure bUden ini, niohteteymatSsch glycosyEerten I^t^en 5m altoli- 
S&£SoSS«ep.Danunkd»eEnoMerui«descfe.D^^^ 

Ratodndicatofs miJglich tet zeigen glyuosylierte Protdne in Gegenwart von Bor- brw. Pbenyltoron- 
sftWteS SJrSeSte ^SffieigeaschaftfeD. Die verbleib«ide Rediiktionsaktivitfit. die 
SSSi iSSUingS^ naubwdsbar ist. ist ™i«rift«her Naoir ™d kann Gesamtwen 

abffftzozen werdea Die Different RteUteinMaB for die Glyro . ^ ^ . , 

3inJ (^1 500-600 iim> Ein ca, lOOfacher OberschuB peser Boronslure verdrangt die chromophor- 
ZZuSbS'SSSTcSSK^^ 



10 



15 



Sorbit, DiStbaoolanun. 



Zur Sbmdaiduiening der beschriebenen Testverfahreo kann humanes Serum Albonun (Behringwerke, Mar- 
hi^C^S bSlS SJcoSnngsg"^ verwendet ws^den. aber auch z. B. Rinderseruniaibunun und 

^^^^^Bvmtar^ams verwendet werden. Diese potymeren. in vitro Blyeos^iertenJ^mosiureB S^^ 
SSS|eiSSSSrEraidim8.DieBeatiim^ 

g^rblSS;Sl^r«»1;2S^ en^atlsch .ne .asHcbe For. 

wteKd^^aIl^ch^-WertiraTcstzuh8ben.Bibtiiianlainbe«enP^^ 
Soni^Win- und Tris Puffer im pH-Baraich 8-11 - vof zugswe«e zwlsdien pH.9- J5 - 
SSS« <iKe subrtitnierte Phcnyiboronsltare beraits gel^enthahen. Das so vc«^er^ SSj^S; 
^Srt^r Probe gegeben warden. Da die BortMisaureesterWMong »hr schneU erfoigi; kann mnertolb von 

"^KS^Si^SimtenkannevtLzurErMhongder 
40 Twtteiuzugesetztwercfen. 

J 

th^oretiache Basb der Erftndiing 

ffeiS^t in^^Losung stark auf der Bnkcn Sdte Uegt.Biithflh <Se Carbonylvcrbindime am 0-2 eine 
oT^pe^Ta offie Oder Laktose, so k«m sichlciSchiff«*t Bn^ fa ein Keto^in umlagem, 
wobeicfiealsAmadcduiiilageningbekaiinieReaktioniin 
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50 Ptotein— NH,0 H . Protein— N 



H 



^ Protein— N—CHi 

««> Qhioose Giucossylarain Fructosylamto 
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' Schema 1 

Reaktion einer froisn Aminogruppe eines Protdns mItOhioose 
Onter pftynologischen Bedii«ungen (L e. pH=7,4) ist die Memge der proteingebundenen Glucose der mhtle- 

PAGE12Ot<R(»DATItf11/20ll67:31:2SPM(EastemOayligtitrone]'SVR:U8PTO{^ 



08/11/08 16:33 FAX 16192350176 KMOB SAN DIEGO 121013 

i 

ren Blutglucosekonzentration proportional und damit fQr die Beurtdhing der Einstellung von Diabetikem 
geeignet Die Fruktosylamingruppierimg, ob frei oder proteingebu|iden, Hegt in waSriger Ldsung in pyranosider 
und Furanosider Ringstraktur vor Id lercht alkalischem Milieu bilden diese aufgrund ihrer ci5-diolstandigen 
OH-Oruppen sehr sc^neil Borslureester mit Borsitire Oder substitiuerten Phenylboron^uren. 




H A \ ^ 

CHz—N— Protein / : X CHj— N — Protein 



HOH2C \| K ^^^^^ 




OH OH 

\ / 
B 



! R4 Ri 



Schema 2 j 
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Allgeroeine Reaktionsgieicbungder BorDnsflureesterbildung 

Im einzelnen lafit sich die kluiische Bedentnng der Be9tinuniiii|g von glyco^erten Senimproteinen (GSI^ 
FolgenderniaBcn zusanunenfassen! ' 

! 35 

t Messang der CSP mit HUf c von Borsfliireesteni steUt dne qtiantitative Bestitnmimg der mchtenrjonatisch 
gebundenen Glucose von Seruniproteinen dar, wobei das Albtuuin m ca. 80% beitrftgt; d £e Plasma- 
halbwertszeit entspricht etwa des Albumins von ca. 20 Tagien. 

2. GSP korreliert mit dem NQcbternbhitzucker und mh g^ycosyliertem Hlmoglobia Der momentane 
Blutgluoosespiegel beeinfloBt den GSP-Wert zur Zeit der ^robennabme mc&t So sind z.B. Emihrong, 40 
icorp^che Aktivi^t und Zeitptmkt der Probennahme ohne Einflufi auf den GSP-Wert IMe GSP-Besthn- 
mung stellt somit tinen Index fQr die StoffwecbseleinstelluDg vbn l^abetikem dar. 

3. Die GSP-Bestinimung ist ab Scre^i^Test geeignet, um Personen mit manifesten Diabetes zu entdek- 
ken. I 

4. le nacb DurchfQbrung des Tests ist eine Automatisienmg moglicfa. 49 

5. Die GSP-Bestimmung ist sperifisch.fflr die Ketoaminform; me AkUminFonn und Freie Glucose beeinflus- 
sen das Ergebnis nicht ^ 

Die Erfindung wird anhand der foigenden Beisptele naher erUut^rt 

Beispiel 1 I 

Bestirnmimg von GSP ohne Trenmmg der freien substitukrten Arylboronsfturen 

0,1 ml Ptx^be (ca. 3* 7 mg Protein) wird 2U 1 ml Reagenz gegeb^n. Das Reagenz enthalt 20 pMol/I Azo 9, das 55 
in 0,t M Glydnpuffer Q,i M MgCb pH=d^ geldst ist Die Bictinktionsanderung wird im Bereicfa 540-^600 nm 
z. B. bei 546 Oder 578 nm abgelesen. Als Blindwert dient 0,1 ml ^er NaBH4 reduderten Probe, die genauso 
gemessen wird 

Der absolute Wert wird Qber elnen bekannten Standard, der wie eine Probe gemessen wurde, berechneL 

60 

Beispiel 2 

Bestimmung von GSP mit Abtrennung der frden siibstituienen Arylborons&uren 

0,1 mi Probe (ca. 3-^7 mg Protein) werden zu 0,5 mi Reagenz gegebea Das Reagenz bestebt aus einer frisch 65 
bereiteten l^osimg von Qit mMol/l Azo d in 0,1 M Gfycinpu£Fer 0^1 M MgOa pH m9;L Zur Blindwertermittlung 
wird 0,1 ml Probe zu 1 ml Blindwertreagenz gegeben, wobei das Blindwertreagenz aus der Reagendehlosung 
dtirch Zugabe von 25 mMoI/l Ammoniumpenwiorat erbalten wird Nach 10 Mmnten werden 0^ ml Kohle-Dex- 
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i 

transuspeiision z^gegeben und 2 Minuten gesohOttelt Dann wir^ rasch zentitf ugfert - 1 Minute bei TOO g 
-SdteAbsorftion dw Cberstandes bri 546 oder 578 im b^ithnint Die KahbrieruivB erfolgt mrt Hflfe eu.es 
bekannttaiStandantedergenBUSOgemessenwnrde. ! 
Alle ArbehsschrinskOnnen beiRaumtenqieratur durchgEfflhEtwerden. 

' Beispiel 3 ! 

Entsprechend der Vorschrift vofl Beispiel 2 fcaira der Test auch nrit Azo 5 d«nAg(rfalirt werdra^ab^ 
daspSSSbzw-das Blindwertreagenzai mMoMAzo 5 stBttjAwMHe Absorption winlbeiS46 nm abgele- 
sen und wie oben besdiriebeii fealibriert 

Beispid 4 j 

Spezifische BDndwertbiWong mlt Bor^e imd 3-Nitro-Phenylboroiisaure 

ftlml Probe (csu 3-7 mg Protein) yfbd bei 37«C zu llml Carbonatpuffer (0.lMoV}t P"7>^>^' 
0^ iZoW Ntoiwtaetetr^Buinsab enthalt, gegeben und dieiAbsorption bei 530 run nach 10 und 15 Mn"^" 
SSSS m3 dS fiS^tersohied b«?^taet FOr die BJindwertermittlung ^rd genauso verfibren. nur 
ISdLBfcScrtrea6enzzusatzrK4ai5MoWNatriui»beratoder3^ 

^!5SwnHlS?SSndwert^BHt der eine« bekaimtes Standard, vergOdien. dwgenau^gemewa. 

wurde. 
BerechnuAg: 

i 

(A^^'-A^^') Tsgt _ ^ st^jjani (nMol/in«) Probe (nMol/mg) 
{A^^'-A^^) StARdard 

Pipettierschema: 
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20 



Serum Rcagenz ; Scrum Blindwcrtr^Ecaz 



35 



40 



90 



Hauptwert aind 1,0 ml ' 

BUndwert \ 0.1ml IfinU 

B^spiel 5 . 

Halbquantitative Bestimmung de$ Olyoosyliennigsgrades -von Protdneo 

0.02 ml Probe (ca. 0^-14 mg Protein) werden mit 0.1 mli ReagenB bei R^"""^"*^-^*^^ 
Reagenz besteht aus einer Ldsung von 0^02 mM fluoreszeimnafckieTOr Arjgtoronsl^ ^'?"2£SSS2S2 
hi 04 M eaydnpuffer ftl M Mgd* pH=9^. Nach 5 Minutei wird die Probe dun* em Nitiocdtalosefi^ 
r0-3 era) gesaiigt und das Filter zwd Mai gewaschen. Danniwerden die FUtCTplattchen imter UV-Ucht mit 
^ miti^fiihrten Standardproben vergBchen. Je nach Fhioi^jKejaintemltat kann die Probe <«r ersten Stan- 
danft»robe(entspitotNorinaIsenun)oderderzweiten(ent8pri*tIMabe 

Beisidd 6 ! 



OH 



OH 



55 COOH B—OH COOH B— OH 



HO 



v.v\*»» y I 



20 mMo! m- AiDino-phenylboronsaure (Fa. Sigma. Taufldrchen GFR) werden in 55 ml 3 N HQ gelost und dfe 
LOsuDg auf 0° C geldlhlt Langaam und uuter ROhr«n werden 8 ml einer 2JS M NaNOi Losung zugetropf^ wobei 
die Tmperatur der Reaktiondasung unter 5"C bldben Mite Es K^jel NaNO^l^ung 
es Nitrit no3» S Nfinuten in der Lttsung nachwefsbar ist OberschOssige HNQ2 wnd durch Zugabe vpn wenig 
HaiiistoftbesehigtEinbraTinerWederBC*lBgwirdabzentrifneiBrt ^,0 j 

Ztt «ncr LOsnne von 20 inMoI SaHiqisaare in 30 ml 2N NaOH ISBt man langiam obige Losung zuflieBen und 
»fi«.iv>it.<wfitiir «M ^^mwhen H iHid H>»C Eflhaken. Der oH-Wert sollte nidit unter 10 dnken. sonst wirfl mit 2 N 
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NaOH nadigestellt 

Nach Beendigung der Reaktion wird mit 6 N HQ auf pB 1 — 2 angesauert iind nut Diethylether extrahierL 
Das nach Abziehen des Ldsungsinittels erhaltene Produkt wird in 04 M TEUS/HQ-Puffer pH 8.5 gelo^t imd auf 
eine DEAE-Cellalose-Saiile 52) (mit TRIS-Puffer pH 83 equlibri^) gegeben. Wahr«nd der Elutlon mit 
demselben Puffer wird die zweite rote Bands gesamm&lt Zur Oewinnong des reinen Farbstoffes wird emeut s 
anges^uert, mit Ether extrahiert, die Ether-Phase Qber Na2S04 jgetrocknet und zur Trockne eingeengt- Bel 
Chromatographie auf Kieselgel G€0 Dflnnschicht-Platten mit dem Fliefimittel n-Propanol :H20:NH3 
(25%)^30 r 10 rlOarscheintdjeSubstanz beieinem Rf-WertVDnckO,5.Ausbeuteca.5D<^. 

Nach der gleichea Arbeitsweise. jedocb mit l-Amino-8-naphtol-^6-di8iilfcnisaure statt SalicylsHure wurde die 
entsprechendeNapbtyiverbindungerhalten. to 

Beispiel 7 



Darstellung einer Bis-DiazopbenyIboron5aure(Azo 9) 

: 15 




OH 



0,1 mMol Diazo-4 Nitro-o-anlsidln wird in wenig H2O geldst urid langsam bei ca« 10°C «u einer Usung von 
0,1 mMol SallcylsSure in 03 mMd NaOH gegeben. Der pH-Wertj wird w^end der Reaktion geprOft und soil 40 
nichtkleinerals 10wer(ten.ManrflhrtdasReaktioiisgen]ischca.^jnuttbei l(rC(Ldsuiig A). 

0,1 mMol m-Amino-phenylboronsflure werden wie fCr Beispiel 6 bescbrieben diazotiert 

Nach Zentrif ugadon wird die Idare. gelb gefirbte LOsung langs^ zu LQsung A gegeben (lO'CX wobai durch 
Zugabe von 2 N NaOH die Mi$diung stets deutlich alkalisch (pH >!lO) gehalten winL 

Nach einer Reaktionszdt von 30 min wird angesauert (pH \ —2) und der entstaodeoe Niedersdilag ab^exitri- 45 
f ugiert. Das Prazipitat wild in wenig NaOH geldst, verdOnn^ mit eitwas Na-acetat versetzt und mit Eisessig auf 
pH 43 gebracht; so dafi sich nodi kern Niederschlag bildet Aus diew schwachsauren LSsang wird der Farbstoff 
an Polyamkl-6-Pulver (Serva, Heidelberg) adsorbiert Man wSsdkt init 0,1 M Acetat-Pirffer pH 43 und mit wenig 
HzO^ Ml fc Methanol (100%) wird d er gewQnschte Parbstoff wdtgeh^nd spezifisdi eluiert 

Bne weitere Reinigung karai durch Ad$orptioiisdironiatograplite an AlaQs bastsch (Type WB-2) (Fa. Sigma) 50 
durcbgefuhrtwerden: | 

Der tn EMethylether gel5ste Farbstoff wird auf eine SSuIe ndt lAkOa (equilibriert rait Ether) gegebea Man 
wSscfat 2uerst mit Ether, dann mit IsopropanoL Das Titelprodukt lyird mit Methanol eluiert. Die Synthese kann 
ebenso wie die Reinigung durch DC auf Cellulose-Flatten mit n^Propanol: HbO tNHs (25%)i^30 : 10 : 10 als 
FlieBminelflberprQFtwerden.Rr-Wert-035. S5 

Beispiel 8 

, Darstettung von 4'^ulf onat-phenyl-dxezophenyI-4-anuno-2-boronsaure (Azo 2) 

60 
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OH : ?H 

HO-B ^'^^L 

' a,S^(g>-N-§ + <^NH, .!5,S^(g>-N=M-<g>-NH, 

CP 

NaNO, Zueabe wird noch 1 Stundeeeiflhrt Dann wird 1 ml Ethanol zugegeien und die ReaktionslOsung auf 

K-l*nen waiKfemden gdbw Bande erscheint bei Rf-Wldie weiiirote Bande von A20 2, d>e mit einer 
Misdiupg VQA Athanol: H2O =50 ! 50 ehiiert weiden kann. 

Beiipiel 9 

I 

Daistettung von ftaoreszeiniiMrklertw' I^enyrboronsfture 
OlSidMoI Fluoresceinfaothiocyanat pA- werden in 50 m! 50mM NajCOj pH-9 gelost und zu 20 ml einer 

ptSa™ft^nDOims(M*t-Maltm(^ ' Ethylacetat-5 : 1 RF-OA 

BeispiellO ; 

DameIliii«vottdefiinertB^qrUertenProtanenbm.Poly^^ 

^ 400 mg humanes Senimalbumin werden hi 10 ml Kaliumphoisphatpoffer (10 mM; pH-7^X 

NaQ eKteeUist und 20 mMol/1 D-Ghicose und 3 mMolA'NaNa zugegeboL Die Lflsmg wud b« 37 C 

£)er sS^wird anscblieBend mil d^ bekamiten Furosimnethode kaKbriert. Unter di^ Bedmyngen 
35 werden U nMol Glucose je mg Albumin pro ^ eingebaut Anstelle vn hum^em f ^">«^'™gS!SS2 
audi tierische Senimalbmnine oder symhetisdie lysinhaltige Polymere wie P»\-D-Ly5in. Boly 
EWUraiS 6 • 4 Oder Pbly (Ghitamat, Lysin. Tyro^) 6 ; 3 : 1 vom Molekulargewichtsbereich 30-150 kD unter 
denTidiriebe^BSSS^ ^ Sdileicher B. und Wieland O.H. 

OX^iaGheiaOin^ochem. 1981,19, 81 -87) analysieren. . , . ^ _ ^».r* rf^F 

Das Verfahnai raid die bevoraugte Verbhrensvarianten werden im falgenden zusammengefaBt, wobei der 
Au^uS^SESdSolSure'' S^lbon,n.iu« bedeute^ die im UV-V».Berddiein A'»»9«<}°*«^^^""; 
hat^ fluoreszenzmaridert 1st und deren Pluoreszenzpolarisation sidi bei der Bindung an die glycosylierten 

^^M'oSJ^rfahren besteht in der Bestimmung der glycosylierten Ptoteiae durch Krbende Boi^^ Wes 
kami Biich auf FDtejpapler erfblgen. Dies ergibt einen Hauptwen A 1. derftr besnmmte Reiheuunterandiuiieen 

"t^^^STdSlindwert A2. der an dner iBenlW^ P«be^ ^^l^'S^SSlS 
Borslure odw an einer b) mit Boranat rednzierten Probe rait emer farberden Borsaiire oder c) aUtt BorsSure 
bzw.BorsaurederivatmiteinemClbersdmBand^^DiolbildenderVCTbiD^ 
jN> DerDifferenzwertyl Iminus A2istdiespeziBsdieAbsorpoonoderFluoreszeozfardie^ 

Znr AbsolutwenbiUung wiid die gieiche Arbeitswelse wie filr A 1 genannt mit emem Standard rait bekann- 
tern GhicosesehaltdurctoefOlirti was den Wert 5T1 ergibt . , . • ^ • l an 

Dsvoa abgeaogen wird der Wert ST2 der Standardprob^| die ebenso behandeh wird, wie oben ror a 2 

3s DerDiffcrenz«ert5rinitaa55r2tetdieKalibrierungodBrSlandartisieri^ ..„o„„^«i 
Der Wert : ASTVeHialt stoh wie die gesamte Menge an glproosybertem Protem zum kaBbnarten Standard, 
was einen Absolutwert ergibt(A4 : 457'-Gesamtmeiige : Standard). ..«c~«sfi«^h.« R«]uit, 

Dmeh BlindwertbiIdiuig;flJrweU>hBElemeirtsdintz begeljrt Sf" Sfrf^Sh^ 

tionstest. der einen unspSifischen Hauptwert ergibt. durdi DifferenibMung bw.^'^'"'^"?* '•"jifi^ 
60 unspeziHschen Reduktionstestes mit z. R a-hTitrophenylboronsSure zur BimdwertbiWung und DifferenzbiWung 

^fiSteJ toSStlSSe MdgLchkeit. die Bestimmung auf Rlwroapiw CNItPocdlulo«eniter)duir^ 
rem dfe man mit Standanb verglddheo kaai^ um so schneH dnen veritflliitsmiBIg guten Oberbhdc bd emem 
gro6enPatientenk»nektivzuerzielen. _ „ . . • a_ii.*»*«.«.. 

65 EHb Erfindung ermeglidit somit die Bestimmung von glycosyfiertem Plfotem mit snbsWUitften AiylBOronsBU- 
ren fim OberadiuB) durch die Besdmmnng des gebikleten Booaureestera. Dabei kann der AJiteil ^Seomae- 
nen Borsftureesters gemessen wBiden. Die TYennmig frder und gebuodener Borsaureester kaan z. B. emigen 
mit Koble oder Pilterpapierteststreifen oder direkt fiber die Aiidening des UV-'Ws-Spekirums oder die Ande- 
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rung der Ruoreszenzpolarisatfon. .1 

Die Blindw^bildung kann erfolgen durch OberschuB an cis-Dipl enthaltender V&rbindimg oder mit einer mit 
Boronat reduzierten Probe Oder Umsetsiui^ mit nicht ^rbeoden Borsauren* Die Standardmenmg i$t mOglicfa 
iiber naturHche oder lysinhaltige polymere Aminos&uren oder Peptide cfie defiiiiert glyoo^liert dnd. 

Das Verfahren \st nicht ntir auf glucosylierte Proteine anwendhar* sondem in gleicher Weise auf alle nichten- s 
zymatisch verzackerten Proteine* z. B. laktosyUertc Proteine;, tm zl B. die Erfaitzungsbedrnguingen beim Pa$teun- 
sieren von Milch oder der HersteOung von Kondensnulch zu Oberprilfen, da aich luer Laktoselysin bzldet, so daB 
dieses L)pshi metabolisch bdm Sfiuge^er nicht mehr verwertbar isd 
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Azo 1 



Azo 2 



a 



■O3S 



372073C 



HO-B 



/ 



OH 






HO~B 



.A2^0 3 




^XXj HO-B 



Azo 4 



Azo 5 



Abb, 2 



.CH3 HO- 1? 




B-OH 



Struktuxfotmeln der Dlasoverbindungen Azo 1-^5 
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AZO 6 



Azo 7 



Aso 8 



372073G 
NHi OH 



NO 



\ 



B-OH 




OCH^ 



/ 



COOH 



N 




OH 



Azo 9 



W 




/OH 



Abb. 3 



OH 



Stxukturformeln der Diazoverbindungen Azo 6-9 
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Int. CL^: 

Anmeldetag: 

Offenlegiinf 




C07F 5/02 
23. Juni 19B7 
5. Januar 1989 



500 

Wellenldngelnm} 



! 600 



Abb. 1 



Snderung. der UV-Vis Absorption von Azo 9 in Abhan^igkeit vom 
Glycosyllerungsgrad der Serumalbumiris, Die MefilSsung in der 
KUvette enthSlt 13^ 4 Azo 9;und 5^6 mg humanes Se- 

rumalbiimin, das In vitro unterschledllch lange glycosyllert 
wurde (2 - 7)> in 0,5 ml 50 mM Glyclnpuffer pMs8y2 gel5st. 

1 = Losung ohne Albumin ' | 

2-7-LSsung mlt glycosyllertem Albuiain (2,2-15,7 dMoI Lys- 

glu/mg) , 
8 = I»5sung ohne Albumin + FruktoseQberschufi (> lOOfach) 
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